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論文内容要旨
 従来の研究は,OUSP6/ル醒P-3/PXSTノがヒト膵癌の発生・進展過程において癌抑制遺伝子の役
 割をするということを示した。DUSP6ZMκP-3は,未知のメカニズムによって原発性膵臓癌組織
 で高頻度に発現が抑制されていた。今回この遺伝子不活性化の機序を検討するため,遺伝子発現
 調節領域のDNAメチル化,ヒストン修飾をはじめとするエピジェネティックな変化に注目して
 調べてみた。この研究で,DUSP6/燃P-3遺伝子の発現調節領域の高メチル化が膵癌培養細胞と
 膵癌切除組織での発現低下の原因である可能性を示した。最初に,定量PCR分析によって16
 種類の膵癌細胞株でのDUSP6/厭P-3の発現レベルをチェックし,細胞を4つのグループ,すな
 わち,超低レベル発現群,低レベル発現群,高発現群,超高レベル発現群に分類した。DNA
 methyltransferase抑制剤である5-azacytidineとヒストンdeacetylase抑制剤である
 LrichostatinAによる処理により,超低レベル発現群と低レベル発現群では∂USP6の発現の回
 復が見られたが,高レベル発現群と超高レベル発現群では発現上昇は観察されなかった。
 sodiumbisulfite-modificatonによる検討では,∠)USP6のイントロン1の中のCpGサイトが超
 低レベル発現群の細胞株全てで高頻度にメチル化されていたが,他の細胞株ではこの領域のメチ
 ル化は見られなかった。イントロン1の中のCpGアイランドには,ERKに対する主要な転写
 因子のうちの1つであるELK1サイトが存在していた。methylation-specificPCR法で12例
 の膵癌切除標本における本領域のメチル化を検討し,免疫染色でDUSP6の発現を検討した結
 果と比較したところ,DUSP6の発現が消失している8例中,5例でメチル化が確認された。そ
 の内の4例は低分化型の膵管癌であった。DUSP6が発現していた4例ではメチル化は検出され
 なかった。Chi-squaretestでメチル化とDUSP6の発現消失(ρ二〇.04),及び組織型(ρ=0.02)
 とは明らかな相関関係を示した。これらの結果は,イントロン1の中のCpGアイランドの高度
 メチル化がDUSρ6/Mκρ一3の強い発現抑制の原因になっていると考えられ,この研究での検討対
 象領域以外のメチル化や他のメカニズムが発現抑制に影響を与える可能性も考えられる。今回の
 結果から,DNAの高度メチル化とヒストン脱アセチル化は膵癌細胞でのDUSP6〃κP-3の転写
 抑制において重要な役割を果たす可能性が示唆された。
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 審査結果の要旨
 膵癌は最も悪性度が高い病気の一つであり,5年生存率は未だ5%以下である、、膵癌の治療成
 績向上のためには,分子発生機序の理解が大切である。本研究は,膵癌で特異的に発現が抑制さ
 れているDUSP6遺伝子の発現抑制機構に対し,特にエピジェネティックな面からの検討を加え,
 遺伝子発現調節領域のDNAメチル化,ヒストン修飾が関わっていることを明らかにしたもので
 ある。DUSP6タンパクはMAPK経路でERKの脱リン酸化に働くタンパクであるが,本研究
 ではDUSP6遺伝子のイントロン1の5「領域のCpGサイトが高度にメチル化されていることを
 明らかにしたが,当該領域にはERKの主要な下流標的遺伝子の1つであるELK1転写因子の
 結合サイトも含まれていた。また,メチル化の他,ヒストン脱アセチル化の関与も認められた。
 組織型と発現との相関では,特に低分化型での強い発現抑制が観察された。しかしながら,免疫
 染色でのDUSP6の発現結果とmRNA発現レベル,メチル化の状態は必ずしも一致せず,
 DNAメチル化やヒストン修飾などのエピジェネテッィクな調節だけでは必ずしもすべてが説明
 できないことも示し,今後の更なる研究課題も示唆している。本論文は'博士(医学)の学位に値
 するものと判断した。
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